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論 文 内'容 要'旨
炎症反応は生体防御反応の一つであ り,様 々な内因性の因子により通常は厳密 に制御 されている。慢性
関節 リウマチ(RA)は 免疫系が自己の組織を抗原 として認識するために起 こる自己免疫疾患の一っで,
病理的には関節の滑膜の増殖と,マ クロファージ系の細胞による組織破壊を特徴 とす る慢性炎症である。
RAの 治療 には各種のステロイ ド性抗炎症薬,非 ステロイざ性抗炎症薬,お よび疾患峰飾抗 リウマチ薬
(diseasemodifyinganti-rheumaticdrugs;1DMARD)が 使用 されて いる。DMARDは 一 般 に急 性炎
症 に著効を示す ことはな く,主 に免疫 系の抑制 によ って作用す ると考 え られ て い る。DMARDの 一 っで
あ るauranofin(AF)は 経 口金製剤 としてRAや 乾癬性 関節炎 の治療 に用 い られてお り,白 血 球 の機 能
に対 す る様 々な抑制作用が報告 されて いるが,そ の作用機序 につ いては不 明な点 が多 く残 されて いる。
本 研 究 で はAFの 慢 性炎 症 に対す る作 用機序解 明の一環 と して,prostaglandin(PG)耳 、お よび
nitricoxide(NO)の 産生 に対す るAFの 作用 について,ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロフ ァー ジお よび マ ウスマ ク
ロフ ァージ細 胞株 であ るRAW264.7細 胞 を用 いて解析 した。
第1章 ラ ッ ト腹 腔マ クロファー ジのPGE2産 生 に対ずるauranofinの 作用
は じめに,ラ ッ ト腹腔マ クロフ ァー ジのPGE2産 生 に対 す るAFの 作用 につ いて解析 した。Bactopep-
toneお よρlsolublestarchを それぞれ5%(w/v)含 む水 溶液 を,ラ ッ ト(Sprague-Dawley系,雄
性,retired,300-500g)の 腹腔 に体重100gあ た り5mlの 割合 で注射 し,4日 後 に腹腔 浸潤 細胞 を採 取
した。採取 した腹 腔浸潤細胞 中のマ クロファー ジを計数 し,マ クロ フ ァー ジが1.5×106cells/mlに な る
よ うに10%(v/v)calfserumを 含 むEMEM(EMEM(+))に 懸濁 し,plasticdishに4m1の 細胞 懸
濁液 を添加 して2時 間培養 した。次 いで洗浄 によ りdishに 接着 しない細胞を洗 い出 し,接 着 した細 胞 を
マク ロファー ジと してEMEM(+)中 で さ らに20時 間培 養 した。 その後再 び洗浄 し,各 種 薬物 を含 む
EMEM(+)中 で培養 し,培 養液 中のPGE2をradioimmunoassay(RIA)法 によ り測定 した。 また,
COX-1蛋 白およびCOX-2蛋 白の発現 はWesternblot法 により解析 した。 その結果,AF(1～10μM)
は,無 刺激下 におけ るマ クロファー ジのPGE2産 生 を一時 的 に元進 させ るが,各 種 の刺激 下 で元進 す る
PGE2産 生 に対 して は強 い抑制作用を示す ことが明 らか にな った。 また,各 種刺激 によ り,COX-1蛋 白
の レベルは変動 しないが,COX-2蛋 白の レベル は上昇 し,AFはCOX-2蛋 白の誘導 を強 く抑 制 す る こ
とが 明 らか にな った。 したが って,AFはCOX-2蛋 白が誘導 され る条件下 にお いて はCOX-2蛋 白の誘
導 を抑制す る ことによ ってPGE2産 生 を抑制す ることが示唆 され た。
本研究で用 いたAFの 濃度 は,RA患 者 に長期投与 した場合 の関節液 あるいは血 中におけるAFの 濃 度
とほぼ同 じである ことから,AFは 関節滑膜 におけるCOX-2の 発現を柳 制す ることにより
.PGE2摩 生 牽
抑制 して抗 リウマチ作用を発現 している可能性が示唆された。
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第2章 ラ ッ ト腹腔 マク ロフ ァージのCOX-1依 存性PGE2産 生 とCOX-2依 存性 、PGE2産 生 に対 す る
auranofinの 作用 ・
AF.に は無刺激下 にお けるPGE2産 生 を充 進 し,刺 激下 にお け るPGE2産 生 元 進 を抑 制 す る作 用 が あ
る こと.が明 らかにな ったが,、その作用機序 にっいてよ り詳 細 に解析す ることを試 みた。 すなわちCOX-1
依存的 なPGE2産 生系 とCOX-2依 存 的なPGE2産 生系をそれぞ れ構 築 し,そ れぞ れの系 にお けるAF
の作用 にっいて解析 した。種 々の検討を加 えた結果,COX-1依 存的なPGE2産 生系 を下記 のよ う・に設 定'
した。』「す なわち,腹 腔刺激 して4日 後 に採取 し『た腹腔浸潤細胞を蛋 白合成 阻害薬cyc16heximide(CHI,'
1μM)あ るいはステ ロイ ド性抗炎症薬dexamethasone(DEX,10μM)を 含むEMEM(+)に 懸濁
し,2時 間培養後dishに 接着 しない細胞 を洗浄 によ り除去 した6、・次 いで接着 したマ クロ フ ァージ をCHI
(1μM)1あ るいはDEX(10μM)を 含むEMEM(+)』 中で4時 間培養 して洗浄後,ア ラギ ドン酸(AA,
10μM)お よびCHI(1μM),ま た はAAお よびDEX(10μM)を 含 むEMEM〈 、+〉中で.・4時間培養
し,培 養液上清 中のPGE2濃 度 をRIA法 で測定 した。 またCOX-2依 存的なPGE2産 生系 は下記 の よ う
に設定 した。す なわち前述 の方法 によ り採取 した腹腔浸潤細胞を2時 間培 養 し,dishに 接着 した マ ク ロ
フ ァ「ジ、をaspirin(100μM)を 含 むEMEM(+)中 で4時 間培養 して既存 のCOX一.1お よびCOX-2
を失活 させ た後洗浄 し,TPA(16.2nM)を 含 むEMEM(+)中 で4時 間培養後,培 養 液上 清 中 のPG
E2濃 度 をRIA法 で測定 した。、なお,こ れ らのPGE2産 生 系 の特 異性 にっ いて はCOX一 、2特異 的阻 害薬
NS-398お よびnimesulide,お よびCOX-1/COX-2非 特異 的 阻害薬indomethacin,.ρiroxicarhIお よ
び 七enoxicamを 用 いて検証 した。AFの 作用 にっいて解析 した結果,AF(.1～10.μM)に は℃OX-1・ を
介す るPGE2産 生 を一時的 に充進 させ る作用が ある こ、と,ま たCOX-2を 介 す るPGE2産 生 を逆 に抑 制
す る作用が あ り,・これ はCOX-2蛋 白の誘導を抑 制す るためである ことが明 らか にな ったσ なお,AFは
COX-1お よ びCOX-2を 酵素 レベ ルで は直接 抑制 しな い こと も明 らか に な うたbCOX・1依 存 性 の
PGE2産 生系 において,AFは 培養4時 間俵 のPGE2産 生 を元進 させたが,そ の作用機序 と・して,AFに
は膜 リン脂 質か らのAA遊 離 を充進 させる作用が あることか ら,AFに よ り供給 されたAAが 恒常 的 に存
在 してい るCOX-1お よび血清 や接着刺激な どによりあ る程度誘導 され るCOX-2の 基 質 にな ってPdE2
産生 が上昇す る ことが考え られた。 しか しCOX-1依 存性 のPGE2産 生系で は培 養液 中 に10μMの 濃度
のAAが 存在 して いるたあ,AFに よるPGE2産 生充進作用 はAA遊 離充 進 に よる もので はな く,別 の
機序 によ るものであ ることが示唆 された。COX-1はhQusekeepinggeneproductで あ って,COX-1
に より産生 され るPGE2は 細 胞の基本 的機能 の維持 のたあに重 要 で あ ると考 え られ,こ の よ うなPGE2
の産生 をAFが 増強す る ことは,細 胞 の基本 的機能発現 を増強す る上 で大 きな意 味が ある と考 え られ るこ
と・か ら,COX-1依 存性 のPGE2産 生 をAFが 増強す る作用機序 につ いて さらに詳細 に解析す ることは重
要であ ると思われ る。
第3章 マウスマクロフ ァー ジ様細胞株RAW264.ブ によるNO産 生 に対す るauranofinの 作 用
最近,慢 性関節 リウマチ患者 の血清および関節液中 のNO濃 度が高 くな っている ことが報告 され,RA
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患者 の関節の免疫 調節 の異常 とNO産 生 の充進 との 間 に密接 な関係が あ る ことが示 唆 され るよ う1にな っ
た。 そ こで本研究 では,AFの 抗 リウマチ作 用機序 について さ らに知見を得 る目的でダNO産 生 に対 す る
AFの 作用 につ いてRAW264.7細 胞株 を・用 いて解析 した。細胞 を1.5×106cells/mlに な るよ うにEMEM
(+)に 懸 濁 し,そ の0.5mlを24wellpユateに 添加 して20時 間培養後洗浄 し,各 種薬物 を含 むEMEM(+)
中で培養 した。 培養液中のNOはGriess法 によ り測定 した。`ま・た,inducib五eNOsynthase(iNOS)
蛋 白の発現 はWesternblot法 により解析 した。 は じめに,RAW264細 胞 の培 養系 にお い て は1ip6poly-
saccharide〈LPS)単 独 で刺激す るだけでiNOS蛋 白の誘導 が起 こ りNO産 生 が充迄 す る ことを明 らか
.に した。LPS刺 激 に よるNO産 生充 進 は,NOS阻 害薬L-NG一 士nonotnethy1-L-arginine .acetate(L-
NMMA,100～1000μM)に よ?て 抑 制 され,ま た蛋 白合成阻害薬CB:1(1μM)に よ って も抑 制 され
た。L-NMMAはiNos蛋 白の発現 には全 く影響 を与 えなか った が,cHIはiNos蛋 白の誘導 を強 ぐ抑
制 した6次 にAFの 結果 にっいて調 べた結 果,AF〈1お よび3μM)はLPSに'よ るiNOS蛋 白の誘導 な
らびにNO産 生 を強 く抑制す る作用があ ることが明 らか になった。なお,AFはiNosを 直接阻害 しなか っ
た。
COX・2とiNOSは;と もにその発現誘導 に は転写因子であ るNF.κBのDNAへ の結合 が関与 して い
.ることが示 唆 さ.れて い る。Yangら は,NF一 κBのDNAへ の結合 に対 す る各 種金 化合 物,す な わ ち
aurothiQglucose(ATG),aurgthiomalate(ATM),お よびAFの 作 用 につ いて解 析 した結 果,結 合
抑 制作用の強 さの順・はATG=ATM>>AFで ある事 を報告 しているが,PGE2お よびNO産 生 に対 す
る抑制作 用の強 さの順 は,共 にAF>>ATG=ATMで あ ることが本研究 により明 らか にな り,従 って,
AFに よるcox-2お よびiNos蛋 白の発現抑制作用 はNF一 κBを 介す る もので はな いことが示唆 された。
AFに よるcox-2蛋 白およびiNos蛋 白の誘導抑制作用機序 につ いて さ らに詳細 に解析 す る必要 がある。
本研究 によ り,AFの 抗 リウマ チ作 用の新 しい作用機序 ど して,AFに はCOX-2蛋 白誘 導抑 制作 用 お
よび「iNos蛋 白誘導抑制作用 があるこ とを明 らか に した。本研究の成果 は,新 しい抗 リウマチ薬 を開発 す
るたあの理論構築 に役立っ もの と思 われ る。
一4一
審 査 結 果 の・要 旨
本研究 は,病 気 を医薬で治療す る面 で多 くの問題 を抱 えて いる慢 性関節 リウマチの治療薬開発 に役立 つ
研究 を目指 し,作 用機序 に不明な点 があ るものの有効性があるたあに使用 されている経 口金製剤auranofin
のprostaglandin(PG)E、 およびnitricoxide(NO)産 生 に対 す る作 用な らび にその作 用機 序 につ い
て解析 した もので ある。
バ ク トペプ トンおよび可溶性デ ンプ ンを含 む水溶液 を ラッ ト腹腔 に注射 して4日 後 に採取 した腹腔 マ ク
ロフ ァージの培養系で,auranofinのPGE2産 生 に対 す る作 用 につ いて解析 ,した結 果,auranofin(1
～10μM)に は無刺激下のマ クロファー ジのPGE2産 生を一時的 に充進 させ る作 用が あ る こ とを明 らか
に した。また,proteinkinaseC活 性化薬のTPAendomembraneCa2+ATPase阻 害薬のthapsigargin,
あるいはCa2+ionophoreA23187刺 激 によるPGE2産 生元進 はauranofinに よって強 く抑 制 され る こ と 「
を明 らか に した。 これ らの刺 激薬存在下 では,cyclooxygenase(COX)一1蛋 白量 は変動 しないが,COX-
2蛋 白量が増大す る ことをWesternblot法 により示 し,auranofinは これ らの刺激 によ るCOX-2蛋 白
の誘導 を強 く抑 制す ることを明 らかに した。
次 に,auranofinが 無刺激下 におけるPGE2産 生 を充進 し,刺 激下 にお けるPGE2産 生充 進 を抑 制 す
る作 用機序 につ いて より詳細 に解析 す ることを目的 と して,COX-1を 介す るPGE2産 生系 と,COX-2
を介 す るPGE2産 生 系を それぞれ構築 し,そ れぞれ の系 にお けるauranofinの 作用 にっ い て解 析 した。
その結果,auranofin(1～10μM)に はCOX-1を 介す るPGE2産 生 を充進 させ る作 用があ ること,お
よびCOX-2を 介す るPGE2産 生 は逆 に抑制 す る作用 があ り,こ れ はCOX-2蛋 白 の誘 導 を抑制 す るた
めであ ることを明 らか に した。 なお酵素標品 を用 いた解析か ら,auranofinはCOX-1お よびCOX-2の
酵素活性 を直接 阻害 しない ことも明 らかに した。
慢性 関節 リウマチ患者 の血清 および関節液中のNO濃 度 は健常 者 に比 べ τ高 く,慢 性 関節 リウマ チ患
者 の関節 の免疫調節 の異常 とNO産 生 の充進 との間 に密接 な関係 があ ることが最近報告 された。 そ こで,
auranofinの 抗 リウマチ作用機序 にっ いて さ らに知見 を得 る目的で,NO産 生 に対 す るauranofinの 作
用 についてマ ウスマ クロファー ジ様細胞株 で あ るRAW264.7を 用 いて解析 した。 そ の結果・auranofin
(1お よび3μM)に はlipopolysaccharideに よるinduciblenitricoxidesynthase(iNOS)蛋 白の誘
導 な らび にNO産 生 を強 く抑制 す る作用 があることを明 らか に した。 なお,auranofinはiNOSの 活性
を直接阻害 しな いこ・とも明 らか にした。
本研究 で用いたau飴nofinめ 濃度 は,慢 性関節 リウマチ患者 に長期投 与 した場 合 の関節 液 あ るい は血
中にお けるauranofinの 濃度 とほぼ同 じである ことか ら,auranofinは 慢性 関節 リウマ チ患者 の関 節滑
膜 にお けるCOX.2蛋 白およびiNOS蛋 白の発 現を抑制 す ることによ めPGE2お よ びNO産 生 を抑 制 し
て抗 リウマチ作 用を発 現 して いる可能性 がある ことを強 く示唆 した。 また臨床 で用 い られている他 の金製
剤,す なわ ちaurothiomalateお よびaurothioglucoseと の効力の比較 か ら,COX-2蛋 白お よびiNOS
蛋 白の発現抑制作 用 はauranofinに 特異 的な作用で あることを明 らかに した。
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本研究により,auranofinに はCOX二2蛋 白誘導抑制作用およびiNOS蛋 白誘導抑制作用があるという
全 く新 しい作用機序が明 らかになった。本研究の成果は,新 しい抗 リウマチ薬を開発するための理論構築
に役立つものと思われ,本 論文を博士(薬 学)の 学位論文として合格と認める。1
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